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T ． F 培地 で 48時間培養し た V alcales cens T－2株の 抗腫 瘍活性 をI C R系 マ ウ ス を用 い ， Ehrlich
腹水癌細胞， お よ び Sa r c o m a180細胞 の 腹水型， 固型に つ い て検討 した ． 抗腫瘍活性は， 本菌の 培養上 帝
液， 菌体 の 超音波処理 上 清液と そ の沈漆お よ び同上清の エ タ ノ ー ル 分画 に つ い て 調べ た． こ れ ら試料 の 各々
0．5 mlを癌細胞く5．OxlO6個うを 移植 した マ ウ ス の 48時間後よ り 2週間連日腹腔内注射 した． 48時間培養
薗の 超音波処理上 清液 を投与 した マ ウ ス で， 上 記す べ て の癌細胞に 対 して 最も 強い 抗腫瘍活性が認 めら れ
た． 本菌の 超音波処理 上清液 を エ タ ノ ー ル 処理 して 得 られた物質は， Ehrlich 腹水癌， Sa r c o m a180細胞を
移植 した マ ウ ス の 両者 に生存日数の 延長を認 め， TノCく％フ で は 160．2一 旬 166．1％で あ っ た ． こ の抗腫瘍活
性は， 腹水型， 固型 の い ずれ に も認 め られ た． さ ら に ， 外来患者よ り分離 ． 同定 した 佑 戊7招 ゐ5Cg 乃57株，
佑 卯 m 血 9株 の 計 16株 に つ い て抗腫瘍活性の 検討を お こ な っ た ． そ の 結果， 16株中10株に 抗腫 瘍活性
が認め られ た．
Key w o rds An a erobes， Antitu m or a ctivity， Thillonel
細菌由来の 抗腫 瘍物質 に つ い て は ， 今 日ま で 多く の
研究が あ り， 一 部は臨床応用 され る に 至 っ て い る ． し
か し， その ほ と ん どは好気性菌由来で あ り， 嫌気性菌




－ 1 21の 一 部に 限 られ て い る ．
最近， わ れわ れ の 教室 で は， 嫌気性 グ ラム 陰性梓菌
の 釣 那 加 血 涙加 乃 乃 鋸 血 地 肌 の 培養上 清液 に 抗腫 瘍
活性の ある こ と を報告 した 相 川
今回 ， 同様 に 口 腔 内常在菌で各種 口 腔内疾患 か ら
爪fSO占戊Cねr才祝 椚 と共に 分離さ れ る嫌気性 グ ラム 陰性球
菌に も抗腫瘍活性が ある の で は ない か と考 え， 偉才7 わー
服 地 打払 鹿 沼 肌 を用 い て 検索 した．
材料 お よ び方 法
1 ． 使用菌株
口腔内の 炎症 性疾患 で あ る歯肉膿癌よ り 分離 ． 同定
した V 戊gC戊Jesce乃5 T－2株 を実験に 供 した． 本菌株は，
分 離 後 Co w a n1 5ンお よ び Be rgey
，
s m a n u al16，に し た
がっ て同定し， API 20 Aa n a e r obic syste m くLa
Balm elesGrottes， M o ntalie u，Fra nc elに て 確定診断
した教室保存株 で ある． 他の 実験 に 供し た 1r ．扉化 尭－
5 Ce乃ぶ7株お よ び 竹 如 和 地 9株の 計16株 は， 歯科 口
腔外科外来患者の 歯石 ， 歯性上 顎 洞炎， 感染根管， 歯
肉膿瘍よ り検体 を採取後， T hillo n e地 培地 くDifc o，
Detr oit， U． S． A ．l1 7I1 8， 玉 井．福 田の 培地 くT． F 培地，
日水， 東京1 9Ilを用 い 培養し， 同様 に 分離． 同定 した も
の で あ る．
2 ． 使用培地， お よ び培養上 清液の 調製
V alc alesce n sT －2 株を T ． F培地1 91の 15ml く中試
験管で 前培養後， T ． F 血液寒天 平 板培地 に 塗沫 し，
37
0
C， 48時間嫌気培養 くG A S Pak， B B L， U ．S ． A ．1
した． その 後， 形 成し て く る集落を T．F 培地く15 m11
に 釣菌し た． 37
0
C， 48時間増菌後， 100ml容量 の 投薬
ビ ン に 90mlの T ．F 培地を作製し， 10ml の前培養 し
た菌 を移植後， 37
0
C， 48時間培養し た． さ ら に ， 1000
ml容量の 投薬 ビ ン に 900mlの T ． F処 方 よ り寒天 を
除去 した培地を作製 し， 100mlの 前培養した 菌を移植
した後，37
0
C，48時間本培養し た． こ の 培養液 を4500x
g， 2 0分間冷却遠心 し， そ の 上 清液を実験 に供 した ．
3 ． 超音波処理菌体上清液お よび沈漆の 調製
培養 上 清液 の 調製 の 場合 と同様 に 培養 し た 佑
戊gC 仔geSCg 乃ST －2株 を4500X g，20 分間冷却遠心 し， その
Studieson the Antitu m orActivity of Vbillonelk． Kiyo m as aNakaga w a， Departm ent of
Dento－Oral Su rgery mirector 二 Pr of． K ． Ta m ail， Scho olof Medicin e， Kan az a w aUniv ersity．
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菌体を滅菌生理食塩水 に て 洗源後， 20分間超音波処理
くultr a s o nic disr upto r， M odel U R－200P， T O M Y
S EI K O K
． K， TokoyJ した． 処理 後， 1000x g， 20
分間冷却遠心 し， その 上 清液に 280mlの リ ン 酸緩衝液
くP B S，pH 7．0ユ を加 え実験 に 供 し た． 一 方， 得 られ た
沈珪に 280mlの P BS を加 え， 懸濁液に し たも の に つ
い て 実験 した． 他の 16株の Vゼブ肋 乃gJ由に つ い て は，
超音波処理後 の 上 清液の み を同様の方法で 調製 し実験
に 供 した．
4 ． 超音波処理菌体上帯液 の エ タ ノ ー ル 分画の 調製
菌体の超音波処理後の 上 清液 50椚gに ， 60％濃度 に
な る よう に 80別Jの エ タ ノ ー ル を加 え， 4
0
Cに て 24
時間静置後， 無菌的に 10000Xg，20分間冷却遠心 し，
得 られ た沈 漆に エ ー テ ル を加 え ， 減圧 乾燥 し， 粉末を
作製後， エ タ ノ ー ル 分画と して 実験 に 供 した． 実験 に
際 して は， 280ml の滅菌生 理食塩水 に 懸濁 し用 い た ．
5 ． 実験動物
生後4週の 工C R系 マ ウス を購入 後， 腹水型 腫瘍の 実
験 に 用 い る場合 は 1週間く約 20－ 1 22gン， 囲型 腫瘍の 実
験 に用い る場合 は 2週間く約 23へ 25gン 飼育 した の ち
に 実験に 供 した．
6 ． E hrlich腹 水癌細胞 お よ び Sa r c o m a180細胞
の 調製
教室で継代培養 して い る Ebrlicb腹水癌細胞お よ び
Sa rc o m a180薄田胞 を用 い た． IC R系マ ウスく生後 4週，
価量的 18旬 20gl の腹腔内に 腫瘍細胞 を移植 し， 7 日
後に 貯潤 した乳様状の 腹水 を無菌的に 採取 した． 採取
後 丁也rk 塾 の 白血 球算定盤 で細胞数 を算定後， 約
1．OXlO7c e11slmlに な る よ う に 滅菌生理食塩水に て 調
製 し実験に 供 した．
固型 腫瘍の実験に は， 癌細胞数 を約 2．OXlO7c ells
ml に調製 し実験 に 供 した．
7 ． 実験方法
1う 腹水型 腫 癌
調製 し た E hrlich腹水癌 お よ び Sa rco m a180細胞
の 0，5mlを マ ウ ス 腹腔内に 移植 し， 48時間後よ り1
日 ． 1 回 ． 2週間連 日調製 した培養上浦液， 超音波処
理菌体上清液， 沈漆の 各々0．5ml を腹腔内注射 し， 担
癌 マ ウス の 生存日 数を測定 した．
2コ 固型腫瘍
マ ウ ス の 背部 を剃毛 後， 調製 し た E hrlich腹水痛お
よ び Sa r c o m a180細胞 の 0．5ml を皮下 注射 し， 移植
後 48時間目 よ り， 1 日 － 1 回． 2週間連 日上 腕二 頭筋
部 に 超音波処理 上 清液の エ タ ノ ー ル 分画 の 生理食塩水
懸濁液 を0．5 ml注射 し， 担癌 マ ウ ス の 生存 日数を測定
し た．
8 ． 抗腫 瘍活性の 判定
腹水型 ． 固型 と も 対照群 に は滅菌生 理 食塩水の 0 ．5
ml を， それ ぞ れ 1 日 ． 1 回． 2週間連日腹腔内注射後，
処置群と共 に マ ウス の 生 存日 数を比較 し， その 延命率
に よ り抗腫 瘍効果 を判定 した
．
す なわ ち， 処置群の 平
均生存 日数 くTう と対照群の平 均生存 日数 くCユ の 比，
つ ま り下記に 示す TノCく％I に よ っ て 抗腫瘍効果を判
定 し， 130％以 上 の TノC く％ン を示 す場合 を有効とし
た 抑 紺
TノCく％1
Survival da S Oftre atm ent gr O up
Su rviv al days ofc o ntrolgr o up
XlOO
成 績
工 ． 培養上 清液， 超音波処理菌体 上 溝液 お よ び沈連
の E hrlicb 腹水癌 に 対す る抗腫瘍活性
V 戊g招ノeぶC g 那T－2株 を 48時間培養 じ， その 培養上
浦液 ， 超音波処理 菌体上清液， お よ びそ の 沈漆に つ い
て， E hrlich 腹水癌 に 対す る抗腫 瘍活性 を検討し た． 各
実験群 は， マ ウ ス 10 匹 を 1群と し， 経日 的に こ れらの
Tablel■ Antitu m o r a ctivity of cultu r e supe rn at ntナ a nd s uper nata nt a nds edim e nt of V－ alc ale s c甲S Str ain
T－2tr e ated with ultr a s o nic disr uptio n o n a scitestu m orof Ehrlich c arcin o m a c ellsin m lC e
Inje ctio n M e a n s urviv al days al Nu mber ofs u rvi ors al TノCく％J
Cultu r e s upe rn at nt 15 ．1 士3．1 tレ
ノ
1仁I l1 4．3
Supe rn at ntofc e11str e ated with
ultr as o nicdisruptio n
21 ．0く 1 ノ1仁I 159 ．ぐj
Sedim e nt ofc ellstre ated with
ultr as o nicdis ruptio n
19．6士4 ．1 く1ノ10 148．4
Physiologicals alin eくCo ntr o1 13．2士1．3 0ノ10
aI Re ading w aspe rfo r m edfo r40days during a nd afterthe c o u rse of intr ape rito n e alinje ctio n s ofthe
m aterialsfo r2 w eeksinto tu m or－be aring mic e，
Veillo n ella ol抗腫瘍性
マ ウ ス の 生死 を観察 し， そ の 成績 を表 1 に示 した． 対
照群の マ ウ ス は， 1 1日目 よ り腫瘍死 を認め， 15日目 で
す べ ての マ ウ ス が腫瘍死 し た． 平均生存日数 は13．2士
1．3 日で あ っ た ． 培養上 清液 を投与した群 は， 対照群と
ほぼ同様 に 12 日目よ り腫 瘍死 を認 め， 22 日目 ま で に
す べ て の マ ウ ス が腫 瘍死 し た． 平均生 存日数 は15．1 士
3．1 日で ， TノCく％1 は 114 ．3％と抗腫瘍活性 を示 す値
は得られ なか っ た ．
超音波処理菌体上清液投与群で は， 13 日目よ りマ ウ
スの 腫瘍死 を認め たが ， 40 日間の 観察で 1 匹が腹水貯
溜も なく 生存 して お り， 平 均生存 日 数 は21．0 日以 上
で， TノCく％1 は 159．0％以 上 の 抗腫 瘍活性 が得 られ た．
菌体超音波処理後の 沈漆 の 懸濁液投与群 で は， 超音
波処理菌体上浦液投与群 と同様， 13日 目か ら マ ウ ス の
腫瘍死 を認め ， 24 日目ま で に す べ ての マ ウ ス が 腫瘍死
したが ， 平 均生存 日数は 19．6士4 ．1 日， TノC く％う は
148．4％と有効数値 を示 した．
以上 の 実験結果か ら， 超音波処 理 菌体上清液に マ ウ
スの 生存 日数の 延 長が み られ ， 最も 高い 抗腫瘍活性が
認め られ た．
さ らに ， 抗腰 瘍活性の み られ た超音汎処理菌体上清
液を用 い て ， マ ウ ス を1群 50 匹で 再度実験 をお こ な っ
た
．
その 成績 を表2 に 示 し た． 調製 し た Ehrlich痛細胞
の 5．2X lO6c ellsノm o useを移植 し実験 した ． 対照群の
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マ ウ ス は， 9日目よ り腫瘍死 を認め， 16日日ま で に す
べ て の マ ウ ス が 腫瘍死 した． しか し， 超音波処理菌体
上清液 を投与 した群 では， 12 日目よ りマ ウ ス は腰瘍死
したが ， 30 日間の 観察で 9 匹の マ ウ ス が生存 した ． 平
均生存日数は 20．6 日以上 で ， TノC く％ン は 154 ．8％以
上 と高 い 抗腫 瘍活性が認め られ， 担痛マ ウス の 延命効
果 が前実験 と同様 に みら れた ．
王工 ． 超音波処理菌体上清液の Sa r 80 m a180の 腹水
癌 に対す る抗腫瘍活性
超音波処理 菌体上清液に お い て Ehrlich 腹水癌 に 対
する抗腫瘍滴性が認 めら れた た め， つ ぎに， Sarcom a
180 の腫瘍系を用 い ， 同 じく腹水型 に て検討した ． マ ウ
ス は 1群50 匹 と した． そ の成績 を表3 に 示 した が， 本
実験 に お い て は Sa rc o m a180細胞 を 4．8XlO6c ellsノ
m o u s eに 調製 し移植 した．
対照群の マ ウ ス は 10 日目か ら腫瘍死 し， 18 日目 ま
で に す べ て が腰 瘍死 した． 平均生存 日数は 13．4 士1．8
日で あ っ た ． こ れ に 対 して， 超音波処理菌体上浦液 を
投与し た群で は， 11日目か ら マ ウ ス は腫瘍死 を認 め た
が ， 腫瘍の 増大 は抑制 され ，30 日間の観察で 11 匹の マ
ウス が 生存 し た． 平均生存日数 は20．3 日以上 で あ っ
た ． TノCく％J は， 151．4％以 上 と延命効果 があ り， 超
音波処理 菌体上 清液は Sa r co m a180 の腹水型担癌 マ
ウス に 対 し て も ， Ehrlich癌細胞の 腹水型 と 同様 に抗
腫瘍活性が み られ た．
Table 2． Antitu m o r a ctivity ofthe s upe rn at nt of V． alc ales c ens strain T－2tre ated with ultra s o nic dis－
ruptio n o n a s citestu m or of E hrlich carcino m a c ellsin mic e
Inje ctio n M ea n s u rviv al days al Nu mbe r ofs u rvi o rsal TICく％1
Supern ata nt ofc elstr e ated with
ultr as o nicdis r uptio n
2 0
．6く 9ノ50 154 ．8く
P hysiologic als alin etCo ntr oll 13，3士1．6 0ノ50
aン Re ading w a spe rfo r m ed fo r30 days du ring
．
a nd afterthe cou rs eofintraperitoneal inje ctio n ofthe
m ate rial fo r2 w e eksinto tu m o r－be arlng m lC e．
Table 3－ Antitu m o r a ctivity ofthe supernata nt of V■ alc ales c en s str ain T －2tr eated with ultr as o nic disr uption
O n a SCite stu m o r of Sa rc o m a18O in mic e
Inje ctio n M e an s u rvi al days al N u mber ofs ur vi or sal TノC く％J
Super n at nt of c e11stre ated with
ultra s o nic disr upt1 0 n
2亡j．3く 1 1ノ50 151 ．4く
P hysiologic al salin eK二o ntr oり 13．4 士1．8 rjノ50
alRe ading w a sperform ed fo r30 daysdu ring a nd afte rthe co urse of intraperito n e alinje ctio ns ofthe
m aterial for2 w e eksinto tu m o r－be a ring mice．
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1II． 超音 波処理 菌体 上 溝液 の ア ル コ ー ル 分 画 の
E hrlicb腹水癌に 対す る 用量 一 反 応関係
先の実験 で超音波処理菌体上清液投与群 の担癌 マ ウ
ス に TノC く％1 で 150％以上 と 高い 抗腫瘍活性 が認め
られ た ため ， 超音波処理菌体上清液 に ア ル コ ー ル を加
え， そ の ア ル コ ー ル 分画に つ い て用 量 一 反応関係の 検
討をお こ な っ た ．
乾燥重量 で 0．1 m g， 0．2m g， 0．3 m glm o u s e投与 の
3群 に つ い て 実験し た． そ の成績 を表4 に示 した． 本
実験 に お い て は， 調製 し た E hrlich癌 細胞 4．8XlO6
c ellslm o u s eを腹腔内に 移植 し実験 した ．
滅菌生理 食塩水 を投与 した 対照群の平均生存 日数は
12．7 士2．0 日で， 9日目 か ら 15 日目 まで の 間に す べ て
の マ ウス が 腫瘍死 した． 超音波処理菌体上浦液 の アル
コ ー ル 分画 を投与 した群 は，
．
0．1m gJm o u s e投与の 場
合， 9日目 に 1匹が 腰瘍死 し， その後順次腫瘍死 し て
い っ た が ， 30 日間の 観察 で 1 匹 が 生存 してお り ， 平均
生存 日数は 17．3 日以上 で あ っ た ． TノCく％うは 136．2％
以 上 と有効数値 を示 す成績 で あ っ た ． 0．2 mglm o u se
の 蓋 を投与 した群で は， 対照群 の マ ウス が す べ て腫瘍
死 した 15 日目に お い て も 7 匹が 生 存 し て お り， 30日
観察 で 平均生存 日数 は 21．0 日以上 で ， TノC く％ン は
166．1％以 上 と最も 高い 抗腫瘍活性 を示 した． 一 方 ，0．3
Table 4． Do se－ r eSpO n C e Ofa ntitu m or a ctivity ofetha n ol
m glm ou se の 量 を 投 与 し た 群 で は 平 均 生 存 日 数
18．9士4 ．6 日で ， TノCく％ン は 148．4％の 有効数値が認
め られ たが ， 27 日目ま で に す べ て が腫 瘍死 した．
つ ぎに ， 抗腫 瘍活性の最 も高か っ た投与量 ， すなわ
ち 0．2 m glm o u s eに つ い て マ ウ ス を 20 匹， 観察日数
を 60 日間と し再度実験 をお こ な っ た ． そ の 成績を表5
に 示 した． Ehrlich腹水癌細胞 は 0．5XlO6c ellsJ
I
m o us e
を移植 し実験 した．
その 結果， 処置群 の マ ウス は， 対照群 と 同じく， 11
日目 より腫瘍死 を認め た． しか し， 対照群 の マ ウス が
す べ て 腫瘍死 し た 17 日 目に お い て も 13 匹の マ ウス が
生存 し て お り， 60日間の 観察で も 2匹 の マ ウ ス の 腫 瘍
は経 日的 に 消退 した ． 対照群の 平均生存 日数は 13．8士
1．7 日 で， 処置群 の平均生存 日数は 21．9 日以上で あ っ
た ． TノCく％うは 158．6％以 上 と抗腫 瘍活性が再確認さ
れ た
．
1V ． 菌 体 超 音汎 処理 上 清 液 の ア ル コ ー ル 分 画 の
Sa r c o m a180の 腹水型 に 対す る抗腫癌活性
先 の 実験で超音波処理菌体上清液 の アル コ ー ル 分画
を0．2 m gJ
I
m o u seの 量 で 投与 し た 場合 に 最 も高 い 抗
腫瘍活性が み ら れ た の で ， こ の 投与量 で Sa rc o m a180
細 胞 の 腹水型 を 用 い 同様 の 検討 を お こ な っ た．
Sa r c o m a180細胞 の 3．7X lO6c elsJlm o useを 腹 腔内
fra ctio n al in super natantof V． alc ale sc e n s str ain
T－2tre ated with ultra s o nicdisr uptio n on a scitestu m o r of E hrlich c arcinom a c ellsin mic e
Injectio n Me an s u rvi aldays bl Nu mber ofs u rvi ors
al TICく％l
Ethan ol fra ctio n O．1 m glm o u s e 1 7．3く 1ノ10 136．2く
0．2 21． 1 く 1ハ0 166． 1く
0．3 18．9土4．6 0 ハ0 148．8
P hysiologic alsalin eくCo ntrol 12．7士2．0 0ハ0
alEthan ol fr a ctio n w a s obtain ed fr o mthe pre cipitated by 60％ etha n ol－
bl Re ading w a sperfo r m ed fo r60 days du rin琴a nd afte rthe co u rs e of intr aperito n e alinje ctio n s o
fetha n ol
fr a ctionfor2 w e eksinto tu m o r－bea ring mlC e．
Table5， Antitu m or a ctivity ofthe etha n ol fra ctionin super n ata nt of V－ alc ales cens str ain T
－2tre ated with
ultr asonic disr uptio n o n as cite stu m or of Ehrlich c ar cin o m a c e11sin mice
工面e ctio n Me a n s u rviv al days
aI Nu mbe r ofs ur vi v o rsa， TICく％1
Etha n ol fr a ctio n O．2 m glm o u s e 21．9く 2ノ20 158．6く
Physiologic als alin eくCo ntr ol 13．8士1． 7 0ノ20
aIRe ading w a spe rfor m ed fo r60 days du r叫 a nd afte rthe c o u rse ofintr aperito n e al inje ctio n s of etha n ol
fra ctio nfor2 w e eks into tu m o r－be aring mlCe．
Veillonella の 抗腫瘍性
に 移植し実験 した． マ ウス は 1 群20 匹 と し， 60 日間観
察し た． その 成績 を表6 に 示 し た．
対照群 の マ ウ ス は， 腫 瘍細胞移植後 12 日日か ら 17
日目の 間に す べ てが 腫瘍死 し， 平均生存 日数 は 14． 1 士
1，8 日で あ っ た ． 0．2 m glm o u s eを投与 した 群の マ ウ
スは， 1 1日目よ り腰 痛死 を認 め たが ， 対照群の マ ウ ス
がす べ て 腰 瘍死 し た1 7 日目に お い て も 12匹 が 生存 し
て お り， その 後60 日間の 観察で は 2 匹の マ ウ ス が生存
し た． 平均生存 日数 は 22．6 日以上 で ， TノC く％I は
160．2％以 上 と E hrlich 腹 水癌 と同様， Sa rc om a180
細胞の 腹水型 に 対 して も抗腫瘍活性が あ る こ とが判明
した．
V ． 菌体超 音波処 理 上 清液 の ア ル コ ー ル 分 画 の
Ehrlieh腹水癌の 固型 腫 瘍に 対す る抗腫瘍活性
菌体超音波処理 上 清液 のア ル コ ー ル 分画が ， E hrlich
癌細胞の 腹水型 お よ び Sa rc o m a180細胞 の 腹水型 に
抗腫瘍活性 を認 めた た め， つ ぎに Ehrlich腹水癌の 固
型腫瘍を用 い 実験 した． 超音波処理菌体上清液の ア ル
コ ー ル 分画 の 0．2m glm o u seの 投与量 で マ ウ ス の 生
存日数を観察し た．
マ ウ ス は 1群 10 匹 と し， E hrlich 癌細胞 は 1．OX lO7
c ellslm o u s eを 移植 した． その 成績 を表7 に 示 した
．
対照群の マ ウ ス は25日目か ら 36日目 に 大き な 園型
腫瘍塊を背部に 形成し， 6 週 目に はす べ ての マ ウ ス が
腫瘍死 し た． これ に 対し て， 処置群の マ ウ ス は28 日目
か ら 45 日目ま で に 7匹が 腫瘍死 した が， 以 降 8 週間の
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観察で も 3 匹 が生存し た
．
VI
． 超 音 波処理 菌体上 溝液 の ア ル コ ー ル 分 画 の
Sa r c o m a180細胞 の 固型 腫 瘍に 対す る 杭 腫瘍
活 性
E hrlich腹水癌細胞の 固型腫 瘍 で超音波処理菌体上
浦液の ア ル コ ー ル 分画 に 抗腫瘍活性が み られ たの で，
同様の 方法 で Sa r c o m a180細胞 の 圃型腫瘍 に つ い て
も検討 した． マ ウ ス は 1群 10 匹 と し， 観察期間を 8週
間と した． そ の 成績を表 8に 示 した． Sarc o m a180細
胞は 9，2X lO6ce11slm o u seに 調製し移植 した．
対照 群の マ ウス は， 腫瘍細胞移植後24 日 目に 2 匹の
マ ウ ス の 腫 瘍死 を認 め， 34 日冒ま でに す べ て の マ ウス
が腫 瘍死 し た． 処置群の マ ウ ス は， 4週の 27 日目 に 1
匹 が腰瘍死 した が， その 後 11日 間マ ウス の 腫瘍死 は認
め なか っ た ． しか し， 38 日目に 2 匹が腫瘍死 し， 8週
目で は計 7 匹 の マ ウ ス が膿瘍死 し たが， 3 匹 は生存し
て お り抗腫 瘍活性が認め られ た．
YII． 1 ブ々旭光e肋 の 新鮮分 離菌株 に 対 す る 抗 腫 瘍活
性
佑 戊7c戊J錯 Cg乃S T－2株の超音波処理菌体上清液が
Ehrlich癌細胞 ，Sa r c o ma180細胞の 腹水型， 固型 の両
者に 抗腫 瘍活性 を示 した ため ， 外来患者の 口 腔内疾患
よ り分離 ． 同定し た 楠 行わ乃g地 の 新鮮分 離帯株の 超音
波処 理 菌体 上 清液 に つ い て 同 様 の 抗腫瘍実験 を
Ehrlich癌細胞の 腹水型を用 い てお こ な っ た ． その 成
績 を表9 に 示 し た．
Table 6． Antitu m or a ctivity ofthe etha n olfra ctio nin super n at nt of V． alc ale sc e n s str ain T－2tr e ated with
ultr a so nic disr upt．io n o n a s cite stu m o r of Sa rc o m a180 in mic e
Inje ctio n Me a n su r viv aldays al Nu mber ofs ur vi o rs TノCく％1
Etha n olfr a ctio n O．2 mgノm o u s e 22．6く 2ノ20 160．2く
Physiologic alsalineくCo ntrol 14．1士1 ．8 0ノ20
aJ Re ading w a spe rfo r m ed fo r60 daysdurin草 and afterthe c o urs e of intraperito n e al injectio n s ofetha n ol
fr a ctio nfo r2 w e eksinto tu mor－be arlng m lC e．
Table 7． Antitu mor a ctivlty Ofthe etha n olfr a ction insupern ata nt of V． alc ale sc e甲 Str ain T－2tr e ated with
ultras o nicdisr uptio n o n s olidty pe tu m o r of Ehrlich c arcin o m a c ellsin m lC e
Inje ctio n N umber of
Nu mbe r ofs u rvivors after
mic e u sed
1 2 3 4 5 6 7 8we eks
Etha n ol fra ctio n O．2 m glm o u s
PhysioIoglC als aline
くContr ol
10 10 10 10 9 6 6 3 3
10 10 10 10 5 2 0
aIM ic e w e rgiv e nintr a m u s c ula rinfe ctio n ofthefr a ctio nev erydayfor14 days afte r s ubcuta n e ou s
in o c ulatio n ofl，Ox lO7 c ellslm o u s e，
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検討 した1 6株中10株が TノC く％I で 130％以 上 の
有効数値 を示 す結果で あ っ た ． ま た， 折 d尤扉飾 服 那 と
仁
一如肌 用 血 の薗種間の 差に つ い て分析す る と， 1 50％
以上 の抗腫瘍活性を認 め た株 は 5株中 4 株 ま で が V
戊gC戊ょぉCg 乃5 で あ っ た ． また ， 130％以 上 の 有効数値 を示
す抗腫瘍活性の み られ た株 は， V 虎g甜7gぶC g乃ざは 7株
中5株， 位 如 糊 ぬ は 9株中5株で あ っ た ．
考 察
Coley
2 21は， 丹 毒 か ら 分 離 し た
如 聯 乃 俗 と 5g 門協オZ庄 研 d作 eS Cg 乃S の 混 合死 菌ワ ク チ ン
を用 い ， 肉腫患者8名に 対 し治療 した と こ ろ， 高い 治
癒率が得られ た こ と を腫瘍締少の 経過 と共に 克明 に 記
録 し報告 して い る． また ， Reinha rd231は小 児白血病の
75％が 急性感染症 の 後 に自然軽快 した と述 べ て い る ．
一 方 150人 以上 と い う 多 く の 患者 に 細菌製剤 を使 用
し， Ca rcin o m a， M ela n o m aに は無 効で あ っ た が ，
Lym pho m a， Sa r com aに 明 らか な腫瘍縮少 が認め ら
れ た とす る報告細 も あ り， 細菌 を悪 性腫 瘍の 治療 に 用
い る こ とや， その有効性 を示 唆す る 報告 は約1世紀前
よ り散見され る ． また ， 現在 まで に 細菌由来の 抗腫瘍
性 に つ い て の 報 告 は， 好気 性菌 で は 且 coJよ2 ト 抑 ，
5 わ唾 わぐ8 CC 偲
2 8脚
， 助 励 0乃gJね3 0 ぺ 31な ど数多く み られ
る が3 4
叫 叫
， 嫌気性薗の抗腫瘍性 に 関す る研究 は， 嫌気
性 Coチッ乃gみ戊Cねわ鋸 刑 ト 4さ， C わぶわイd言祝 椚 ト 1幻な ど 一 部 に
限ら れて い る．
わ れわ れ の教室で は， 数年前 より 勒 50あ戊ごね正視別 の
抗腫瘍性に つ い て 飯 蛸ぬ号 如 拙如 に て実験 し， 培養
上 浦液 に 抗腫瘍活性 の あ る こ と を証明 し報告 して き
た 川 川
口 腔内に は種々 の 嫌気性薗が棲息 し， 口腔 内感染症
か らも 嫌気性菌が分離．同定さ れ て い る1鋸 ． 陥Z 抽乃g地
は， ヒ トお よび他の 動物の 口 腔 ． 消化器 ． 呼吸器 な ど
に常在す る嫌気性薗で あ り， 口 腔よ り分離さ れ る菌種
は V 加地 血 職 制 と 位 勿肝 槻 庖 で ある が， 口 腔 内炎症
性疾患， 特 に 歯肉膿瘍， 顎褒胞， 上 顎洞炎な どか ら比
較的高率に 分離さ れ， こ れ ら疾患の 主因菌と も考 え ら
れ て い る
1引侶鋸
今 回 ， 前述の F 二郡 山k 南 関 で グ ラ ム 陰性嫌気性梓
菌に 抗腰瘍活性 を認 めた こ と か ら， 同じ 口 腔内嫌気性
常在菌 で あ り， 各種疾患か ら 凡 s ロム葺ごねわz 仰 と共 に分
離さ れ る 情痴眈朋 扉毎 に つ し1 て も抗腫壕活性 が あ る の
で は な い か と 考え実験 した．
F 独和 友紀ね勇ぉ肌 の抗腰瘍活性の実験と同様 に 薗の 培
養時間 は 48 時間と した が， こ れ は予 備実験に お い て 培
養時間 と抗腫瘍活性と の 関連 を検討 した と こ ろ ， 24時
間， 48時間 と培養時間の 比 較的短 い 上 滞液が TノC
く％1 で約 160％の 抗腰 痛活性 を認 めた の に く ら べ ，
Table 9． Antitu m o r a ctivity ofthe supe r n at nt of
is olated Veillo n ella str ain str e ated with ultra so二
nic dis ruption on as citestum o r of Ehrlich c arcl
nom a c ellsin mic e
M e a n s u rviv al
days
i1Str ain s







































17． 1士3．8 133 ．5
1 4．0士3．0 1－J9．3
aIRe ading w asperform edfor 30daysduring and
afterthe c o urse ofintraperito n e al inje ctio n s of
the materialsfor2 we eksintotu m o r－be a ring
m lC e．
Table 8． Antitu m o r a ctivity ofthe etha n ol fr a ctio nin s upe rn at nt of V． alc ales c e n s str ain T －2tr e ated
With ultr a so nic dis ruptio n o n s olid typetu m o r of Sa r c o m a c ellsin mic e
Injection
Nu mber of
Nu mber ofs u r vi ors after
mic e u sed
1 2 3 4 5 6 7 8w e elくS
Etha n ol fr a ction O．2 mgノrn o u se 10 10 10 10 9 9 6 3 3
P hysiologic als alin e
くControり
10 10 10 10 7 仁1
alM ic e
．
w e regiv e nintr a m u s c ula rinje ctio n ofthefr a ctio n e v erydayfo r14days afte r s ubc uta n eous
l n O C ulatio n of l．Ox lO7c ellslm o u s e．
Veillo n ella の 抗腫域性
120時間， 1 44時間と培養時間を延長 す ると TノCく％う
は 110％と な り抗腫瘍活性が認め ら れ な く な っ た こ と
に よ る． こ の よ う な 理 由に よ り 48時間培養し た け
が撤庖別 働那 T－2株 を冷却遠心 し， そ の 上 清液と菌体を
マ ウス に 注射 し， 抗腫 瘍活性 の 検討を お こ な っ た ． そ
の 際， 幾度か 培養上 清液 を用 い た 実験 に TノCく％1 で
約150％の マ ウ ス の 延命効果が得ら れ， 菌体 を投与 し
た群に は 延命効果が み られ な か っ た ． それ ゆ え， 遠心
沈澱後の 上清液 に 含まれ る物質が抗腫瘍活性を発揮す
るも の と 考え て実験 を続 けた． しか し， その 後実験 を
か さ ねる に つ れ て ， 担痛 マ ウ ス に有効性の ほ と ん どみ
られ ない 成績が た び た び得られ た． そ こ で こ の 現象は ，
本菌が 48時間の 本培養中に 自 己融解 を お こ し， 遠心し
た培養上清液 に 抗腫 瘍活性物質が溶出し てき た ため と
考え， 抗腫瘍活性の 有効成分 は菌体 に あ る の で はな い
か と推察し， 菌体を処理 した検体 に つ い て 本実験 を施
行し た．
そ の 結果 ， 超音波処理菌体上清液に 最も 高 い TノC
く％う が得られ た こ とよ り， 菌体 の 超音波処理 に よ っ
て溶出， 可溶化され た細胞内成軌 ある い は細胞膜構
成成分の 一 部が 抗腫瘍活性 を も た ら し てい る と考 え
た
．
ま た， 菌体超音波処理後の 沈壇 を投与 した群 に も担
癌マ ウス に 延命効果が認 め られ たが ， こ の 場合は超音
波処 理 に よ っ て細片化さ れ た菌体細胞膜 く外膜J に 有
効成分が残存 した まま沈 澱 した もの と考 えられ る． す
なわ ち， 菌体の 処理 に用 い た 超音波は 比較的簡便に お
こ な える可 溶化の 1 つ の 方法で あ るが ， 超音波処理後
の遠心 回転数を多く して も上 清液 と沈澱 と に は っ き り
とした成分分離 をす る こ とが 困難で あ る こ と 細 か ら，
後述す る有効成 分と も関連 して この よ う な実験結果が
で てき た もの と考 えられ る．
本実験 に お い て ， 培善上浦液， 超音波処理菌体上演
液， お よ び沈漆 をす べ て 1 日 ． 1 回 ． 2週 間連日投与
し た． こ れ は， マ ウス の 生存日数 を 1週 間投与の 場合
と 2週間投与の 場合で 比 較す る と， 2 週間投与の 場合
が平均 で 約5 日日長く， TノCく％I で約 30％の 有意差
がみ られ る こ とが 予 備実験で 判明 した た め 2週間投与
に て 実験 をす す めた ．
つ ぎ に ， 11 甜7招ノe5C－e 乃ぶ T －2 株に 認 め られ た抗腫瘍
活性が， 口 腔内か ら 分離さ れ る 佑弱h 路 地 の 新鮮分 離
菌に もみ ら れ るか 否 か に つ い て検索す る ため に ， 外来
患者より 仇溺加 路 地 を分離 ． 同定 し， 1rく沌謁庖駅甘 肌
T－2株と 同様の 方法で培義， 超音波処 理 をお こ な い 実
験に 供 した． そ の 結果 16株中担癌 マ ウ ス に延 命効果を
示 す菌株 が 10株く62．5％1と ， 多く の 菌株 に TノCく％ヨ
で 130％以 上 の 抗腫 瘍効果の 有効数値が得 られ た ． こ
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の こ とか ら， 打 払肋 鹿 沼 朋 と 佑 画 期 血 の 両者の 菌
株に は少な く と も V二扉 化 蝕 闇 皿 が 竹 メ肌 閑 適 よ り
も有意に 高い 抗腫 瘍活性 を有 する ことが判明した ．
M ergenhage n
4 ト 4 6Jは， l句illo n ella の 内毒素 に つ い
て 多くの 論文 を発表 して い るが ， その 中に 今回明 らか
に し た本薗の も つ 抗腫瘍活性物質の 本体 を示唆す る も
の が い く つ か ある． すな わ ち， 1 オ々g わ77e肋 を フ ェ ノ ー
ル ． 水抽 出す る と， タ ン パ ク 質と 内毒素リ ボ 多糖 が
除去さ れ， 電子顕微鏡下 に お い て細胞壁外膜が消失す
る こと を観察す る とと も に ， フ ェ リテ ン 抗体法 で 内毒
素が細胞壁外膜に 局在す る こ と を示 して い る ． ま た，
電子 顕微鏡 に よ り細胞の 表面構造を 且． 氏清 と 比 較し
た と こ ろ類似 して い る こ とや ， この 表面 に付着 して い
る 内毒素は l々昆ゐ乃g ぉの 方が 大き な球形であ る こ と
を報告し て い る 相 4 21． さ ら に Mergenhagen は， Vbillo．
n elhl か ら抽出 し た 内毒素 を Lethality， 発熱試験，
S hw a rtz m a n反 応等 に つ い て検 索 し た結果各々 に 強
い 活性 を示 した こ と伯7， l在沼加抽 協 19株に つ い て 調べ
たと こ ろ血 清学的 に さ ま ざま な特異的内毒素 を有 する
こと 相 ， VgオJわ乃ど腹 の 内毒素に つ い て化学分析を お こ
ない そ の成分の 60％は脂質 で あ り， ま た栄養培地内で
細胞外 に 付着物 く内毒素1 を つ く り あげる こ と な どを
報告し てい るヰ5I 相
．
こ の よう に 侮 枇 職 地 牒 内毒素に
つ い ての 研究は か な り細部に わた っ てお こ なわ れ てお
り， l 才々J わ乃g放 と 且 coggの 細胞組織構造， 内毒素の
外膜付着状態が類似 してい る と報告して い る．
E． coliの 内毒素を使 っ た抗腫瘍実験で は． W ata－
n abe4 71 欄が ， E hrlich腹水癌， Sa rc o m a180， M M2腹水
癌 を用 い ， 腫瘍接種前後 に超音波処理 に よ っ て得 られ
た 且 co7オの 上 浦液を投与 したと こ ろ，80％の 腰瘍抑制
が得られ ， 著明 な延 命効果 があ っ たと して い る ． しか
し， 山口 ら491は ， 腹壁皮下の 画型 腫瘍 に は無効で あ っ た
とし て い る ． これ は， 実験 に 使用 した腫瘍細胞 お よび
実験動物の ちが い が大き な原因の 1 つ と考 えられ る．
他に M ihichi ら5 01が， E． coli％構成す る Lipid A の
抗腫瘍効果に つ い て ， 鼠卸 如血 皿 沼 帯 の 肌 闇 を三 塩化
酢酸に て 抽出 した物質と ， Sa r c o m a180 を使用 し比較
実験 をお こ な っ た報 告が あ る． E coliOllipid A を40
JLgノm ouseで 投与し た群で は10匹中 7匹，70％に 腫瘍
の 出血 ， 壊死 が お こ っ た が， Sん砂ノヱ〆o co cc祝ぶ 戊鋸 柁乙応の
場 合 は， 10 匹中 9 匹， 90％で あ り 効果 は 封郎 わ血 －
CO CCZJ5 ガ裾ナゼ紀Sの 投与群の 方が す ぐれ て い た と 結論し
て い る ．
こ の よう な研究報告 を総合 し て 分析 する と tセオg わー
肋汀わ の 抗腫瘍活性物質 は内毒素 で あ る と 推察さ れ
る ． しか し， 本実験結果 で 明 らか なよ う に ， 処置群の
中で 対照 群と ほぼ 同様の 生存 日数をも つ マ ウ ス が 必ず
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で てく る こ と， 用 量 一 反 応関係が み られ ず ， 投与量 を
多く して も高い 抗腫瘍括性 は得ら れ なか っ た こ と， 治
療期間が 2週間と長い 方が 1週間投与よ り も マ ウス の
生存 日数が 延長 す る こ と が わ か っ て い る こ と な ど か
ら， Coley，S hw a rtz m a n， Ca mpbell， Do n n elly らが 主
張す る宿主を介 して の 間接的な免疫学的反応が内毒素
の作用機序の 主体を な して い る もの と 考え る． こ の免
疫学的な実験的研究 は現在ま で 幅広く お こ なわ れ てき
てい る こと は衆知の ご とく で あ り， 網内系機能5 2
旬 5 引
，
マ ク ロ フ ァ ー ジ活性化56一 拍 な どが あ げられ る ．
ま た， 本菌 は固型腫 瘍 だ けで な く， Ehrlich腹水癌，
Sarc om a180の 腹水 型 に も 有効 な こ と よ り直接的 に
働 らく細胞毒性の面 も考慮す べ きで あ る．
直接作用 の 検討 に つ い て は種 々 み ら れ る が 多く は
オ乃 び才知 の 実験で あ る62－ 弼 ． V 壱オggo 乃g故 に つ い て の 報
告は， 越滞 ら6引が， 19種 の 嫌気性菌 に つ い て細胞障害
作用 を Cell Inju ring Re a ctio n法 を用 い て調 べ た と こ
ろ， 励 cね 和才d弘 C 触血 通底 f 憮 涙胱 鹿 南 関 等に 細胞
障害活性が あ っ たが ， V由才Jわ乃e肋 の 6株 は陰性 で あ っ
たと報告 して い る． 同じく 天 野 ら 呵 は， 口 腔内感染症お
よび正 常人 口腔内よ り分離 し た慣性嫌気性菌 280株の
細胞 障 害活 性 を 検 索 し た 結 果， 昂 撒 姑 血 如 ぬ 町
の鋸相 和涛わ C叩 乃eゐ戊Cねガ祝 肌 j エ戊Cわぁ戊Cオg お， f捗 れ
軌 m ち 月如 飯 南 ね ．殉紳 助
■
勿わ c o cc 祝ざ． な ど が
Ehrlich 腹水癌細胞 に 対 して 11へ 30％の細胞障害活性
を み と め， 1存沼わ 組物 に 関 し て は 15株 中 3株 に
11 へ 20％と低 い なが ら細胞障害活性を み とめ た と報告
して い る
． し か し， 本実験の ご とく l句才g わ乃egぬの 菌体
抽出物質 をオ乃 血 0 に て 検 討 し た 実験 は ま っ た く な
い
．
生体内に お い て は， こ の よう な細胞 に 対す る直接的，
間接的な作用 だ け で な く， グ ラム 陰性薗の 内毒素が 一
般 に も つ と い わ れ る イ ン タ ー フ ェ ロ ン 産生 能6 ト 7 1な
どが加わ っ て い る もの と推察さ れ る．
ま た， V 壱どg ゐ乃gJ 由の 超音波処 理菌体上帝液 を マ ウス
前肢 に 注射 し， 背部に 形成さ れ た腫 瘍の 抑制効果 に つ
い て実験中に ， 治癒す る場合は腫瘍細胞接種後 2 週間
前後よ り マ ウス 背部に 形成さ れ た腫瘍 は比 較的大き さ
に変化が なく ， 腫 瘍の色彩が茶褐色 に 変化 し て ゆき，
こ の 状態で疲痕化 しなが ら 6週 目 に は ほぼ消退 す る こ
と を 観察し て い る． こ の こ と は 最近注目 さ れ て い る
Tu m o r n ec s o si fa cto r72m lとの 関連 を示 唆す る も の
で ある と考 える．
以 上 ，本実験 で み られ た 仇ゴJわ乃g おの も つ 抗腫瘍活
性物質は内毒素で あ ると 考え られ るが ， 内毒素ゆ え に
作用機序 はさ ま ざま な要因が複雑 に働 ら い て い る もの
と考え られ ， 今後の 検討課題 で ある ．
結 論
口 腹内よ り分 離 一 同定した 佑 d故山由 00 椚 T ．2株に
つ い て マ ウス を用 い ， その 抗腫 瘍活性 を調 べ た． また
同 じ く 新 鮮分 離菌 株 で V二 く正和庖翫 甘 椚 7 株， 折
か川 畑庖 9株の 計16株 に つ い ても 同様の 検討 を加 え，
つ ぎの よ う な結論 を得た．
1コ V 工誠肋 如 甜 那 T －2株の 菌体 を超音波処理 し，
そ の 上 清液 を Ehrlich腹 水癌 を投与 し た マ ウ ス の 48
時間後よ り腹腔内 に 2週間連日注射 した と こ ろ， TノC
く％うで 160％以 上 の 生存 日数の 延長が認め ら れ， 抗腫
瘍活性が み られ た．
2う V 工ぬ肋 鹿 甜 那 T －2株の 超音波処理菌体上浦液
の エ タ ノ ー ル 分画 を， 0．1 m g－ 0－2 m g お よび 0．3m gl
m o u seで Ehrlich腹水癌 を用 い て検討 した と こ ろ， 1
日 ． 1 回 0．2 m glm o u seの 投与量 に て 166．1％の TJC
く％う を示 し， 最も 高い 抗腰痛活性 を認 め た．
31上 記の抗腫瘍活性 は， Ehrlich腹水癌の 固執 お
よ び Sa r c o m a180の 腹水型， 固形 に も 同様 に 認 められ
た．
4う16株の l句fggo 乃ピノ血 属の う ち 10株 に 抗腰 瘍活性
が認 め られ， 薗種 をと わ ず， 1わ沼わ細物 属 に 抗腫瘍活
性の ある こ とが 認め ら れた ．
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A bstract
T he a ntitu m or a ctivity of Veillo n ella alcale sc e n sT－2 str ain cultu r ed in T Fm ed ium fo r4 8 hr
W aSinv estigated o nascites o rthe solid ty petu m o r of E hrlich ca rcino m a a nd Sa r c om a 1 8 0 in I C R
mice ． Antitu m o r m aterials e x am ined w e recultu r esupe rn ata nt， and t he supe rn at nt，its etha n ol
fra ctio n and the s edim ent of bacterialcellste ated by ultra s onicdisr uptio n． A halfmlof thetest
m aterials w asad ministr ated in trape riton eally on c e aday fo r2 w e eks to mic e4 8 hr afte rtreat－
m e nt withan intr aperiton eal inje ction of t he c anc er cellsく5．O x l O6 ce11sJ． T he highestanti－
tum or activity w as found in the supe rn ata nt of bacterial c ells c ultu red fo r48 hr follo w ed by
the ultr as onic dis ruPtio n． A ftertheinje ction of the et han Ol fr a ctio n，t he surviv alperiod of mic e
in oc ulated with E hrlich ascites c a rcino ma o rSar c om a1 8 0c ells w asprolo nged by 1 6 0．2 － 16 6．1％
asTICく軌 Similar effects w e r eob tained for a s cites a nd t he s olidtype tu mo， aS W ell． The
antitu m or activity w as alsofo und in 1 00 ut Of1 6v eillo n ella strain s
，
1
．e． ， 7 Vlalc ale s c e n s a nd 9
V pa rv ula， bot hof which w e r eisolated from outpatients a nd ide ntified．
